HbM Iwate，HbM Boston，HbM Hyde Park，HbM Saskatoon，HbM Milwaukeeの吸収および円偏光二色性スペクトル by 高間 静子
金沢大 学十全医学会雑誌 第96巻 第6号 1189 － 1204 く1987う
H bM Iw ate， HbM Bo sto n， Hb M Hyde Pa rk， HbM
Sa skato o n， HbM M ilw auke e の 吸収およ び
円偏光二色性ス ペ ク トル
金沢大学医学部生化学第 十講座 く主任 二 米山良昌教勘
高 閣 静 子
く昭和62年12月 1 日受付ン
1189
ヘ モ グ ロ ビ ン は ぼ 鎖と タ鎖の 2種類 の サ ブ ユ ニ ッ トが結合 した 四量体 くぼ2A三1で， 組織に 酸素を運
赦す る重要な役割 を果 た して し1る ． 酸素が 直接結合す る各鎖 け プ ユ ニ ッ トコ の ヘ ム 鉄に は， ヘ ム 面を上
下に はさ む よう に 近位 ヒ ス チ ジン と遠位 ヒ ス チ ジ ン が配置し て い る ． こ れ らの ぼ 鎖と タ鎖の どち らか の 近
位， また は遠位 ヒ ス チ ジ ン くHisう の い ずれ か が チ ロ ジ ン くTyrl に置換 した ヘ モ グ ロ ビ ン は， ヘ モ グ ロ ビ
ン M 旧b Mlと呼 ばれ， ヘ ム 鉄は三 価 に 安定化 して い る． H b Mで は異常鎖 に 酸素が結合 で き な い 上 に，
正 常鎖の 酸素結合能に も 影響 を及 ぼ して い る こ と が知ら れ てい る． 本研究で は， こ れ ら の H b Mの アミ ノ 酸
置換が ヘ モ グ ロ ビ ン分 子 の 構造 に ， どの よう に 影響 を与え てい る か を知る目的で ， 全メ ト型 ヘ モ グロ ビ ン
で 吸収ス ペ ク トル と円偏光 二 色性 くC Dう を測定 し， 正常 ヘ モ グ ロ ビ ン 旧b Aフ の それ ら と此較検討した ．
可視領域 く500旬 650n mlの 吸収 ス ペ ク トル で は， Tyr 置換塾 Hb Mの 吸収極大は， そ れ ぞれ H b M Iw ate
で は 480 と 590n m に， H bM Bo sto nは 490と 60n m に， H b M Hyde Pa rk は 485 と 575n m に ， H b M
Sa skato o nは4 90 と 600n m に み ら れ， H b Aの 吸収極大 く500 と 630n ml より も， blu e shift して い た ．
もう 鵬 つ の 異常 Hb M， H b M M ilw a uke eはP 鎖の Ellの バ リ ン くVau が グル タ ミ ン 酸 くGlul に 置換 し
た H b で， 異常鎖 は また 三価状態 に 安定化 して い る． H b M M ilw a uke eの 吸収ス ペ ク トル を H b Aの そ れ
と比較す る と， H b Aの 630n m の 吸収極大は H b M M ilw auke eで は 622n m に blu e shift して い た他は ，
吸収ス ペ ク トル の 性質 は H b A と よ く似て い た． 近紫外領域 く250へ 350n mlで は， 5種類の Hb M は H b A
と同じ275n m に 吸収極大が み られ たが ， Tyr置換型 の 4種類の H b M は 肌 Aよ り も約20％高か っ た ． 一
方 ， タ ン パ ク側の 構造が よく 反映 され ると 考え られ て い る C Dス ペ ク トル で は， 肌 M の 間で2 つ の 大き な
相違が み られ た
． 第 叫 の 違い は a 鎖異常 H b Mと P 鎖異常 H b Mの 間の 相違で近紫外領域 に み られ， 第 二
の 相遠は近位 H is 置換 H b M と遠位 H is 置換 H b Mの 間の 相違 で可視領域 の C Dに み ら れ た
．
a 鎖異 常
H b Mの C Dス ペ ク トル で はt 近紫外領域 の 28 0n m付近 に 大き な負の C D が み られた ． それ に 対 し， P 鎖
異常の H b Mの近紫外領域 の C Dス ペ ク トル は H b A と非常に 似て い た． 一 方， 可視領域の C Dス ペ ク トル
で は， 近位 H is 置換の H b M Iw ate と H b M Hyde Pa rk は H b A と同様正 の C D帯 の み を示 したが ， そ
の 520と 580n m の C D極大は Hb Aの 約 2倍以上大き か っ た ． そ れ に 対 し遠位 H is 置換 の Hb M B。St。n
と H b M Sa skato o nで は，650n m 付近 に 他の 近位 H is 置換 H b Mや H bA で は み られ な い 負の CD 帯 を示
した． し か し， H b M Milw a uke eで は， 250へ 650nm の 波長域 に わ た っ て CD ス ペ ク ト ル は正 常 ヘ モ グ ロ
ビ ン と大きな 差は な か っ た ． 以 上 の 結果 か ら， 吸 収 で は H b Aと H b M は大き く異 なる が， H b M間で は差
がみ られ なか っ た ． しか し， 個々 の H b Mは特徴的な C Dス ペ ク トル を示 し， これ らの 事実か ら H bM の そ
れ ぞれ は異な っ た タ ン パ ク構造で あ る こ とが 分か っ た ． これ ら の 相違が H b M間の 機能異常や ヘ モ グ ロ ビ
ン分子 の安定性 な どの 相違 に 結び つ く もの と 考え られ る．
Key w ords H b M， H b A， abs orptio n spectra， Cir c ulardichrois m
A bbreviations こC D， Circ ulardichroism ニ H b， he m oglobinニ MetHb， m ethe m oglobinニ H is，
histidin ei Tyr， tyr OSine．
1190 局
遺伝性黒血症 に 関して は， Htirlein らの 報告が 最初
であるり． こ の疾病 は常染色体性優性遺伝形式 で伝 わ
り， ヘ モ グロ ビン の ヘ ム 周辺の ア ミ ノ 酸が 1個他の ア
ミ ノ酸 に 置換 した点突然変異で あ る． 異常鎖は 常に 酸
化型に 安定化 さ れて お り， Singe rに よ っ て H b M と命
名さ れ た2I． この H b M は現在 まで の と こ ろ， 変異部位
の 相違に より ， ．此 鎖異常に H b M Iw ate くa87His －づ
Tyr131， H b M Bo sto nくa 58 H is － － Tyrl
4Iの 2種類，
P 鎖異常 に H b M Hyde Pa rk く月92 His
－ う Tyrl引，
H b M Sa skato o nくダ6 3 H is － Tyrl4I， H b M
M ilw a uke eくタ67 V al一寸 Glul小 の 3種 類 の 合計 5種
類 が みつ か っ て い る ． わ が 国で は ， 19世紀 の初 め頃 よ
り こ の遺伝病 はトロ黒J r血黒Jと呼ばれ ， 岩手県で そ
の存在が知ら れて い る． 田村 ら は こ の 疾病 を持つ 家族
の家系調査を行 い ， 1家系 5世代で 35人が 発症 して い
たと い う 報告を して い る卵 ．
こ れ らの H b M の変異部位 は く図1う， ヘ ム 鉄と グロ
ビン と の直接 か か わ りあう と こ ろ に ある． 近位 ヒ ス チ
ジ ン と呼 ば れ て い る F ヘ リ ッ ク ス 8番 目の ヒ ス チ ジ
ン は， ヘ ム 鉄と結合 して お り， また 遠位 ヒ ス チ ジ ン と
呼ばれ て い る E ヘ リ ッ クス 7番目の ヒ ス チ ジ ン は， 酸
素が ヘ ム 鉄 に 可逆的に 結合 す るの を容易に し， ヘ ム 鉄
を酸化さ せ な い よ う に保護 して い る7I． H b M で は， 庇
Fig．1． T hre e－dim e n sional m odel ofa he m oglobin
s ubu nit m odifiedfro m thatof Dicke r so n sho wing
S ubstituted sitesin H b M．
M H P， H b M Hyde Pa rkニ H b M B， H b M Bo sto nニ
H b M S， H b M Sa skato o n三 H b M M， H bM
M ilw a uke eニ Tyr， tyr O Sin eニ Glu， gluta mic a cid．
A－ H ， Lr－helix fro m a minote rmin al to c a rbo xy
ter min al．
鎖 か ガ 鎖の どち ら か の こ の 近位 ま た は 遠位 ヒ ス チ ジ
ン の い ずれ か が テ ロ ジ ン に 置換 して い る． そ の 異常鎖
の ヘ ム 鉄 は三価 に安定化 され ， 酸化型 H bくメ ト H bl
と な り酸素 と結合で き な くな っ て い 一る ． 正 常 H bで は
H b が酸化さ れ て も， 赤血 球内の酵素系に よ っ て すぐ
還 元さ れ て機能 回復 す る が， H b M で はヘ ム は酸化し
た ま ま 常に メ ト H bに と どま っ て い る ． した が っ て，
H b分 子 の 半分 は メ ト塾 と な り そ れ が 褐色色調 を示
し8I， 正 常鎖 の 赤色色調 と混っ て特 有の 色調 くチ ョ コ
レ ー ト色1と な り， そ の た め に M 症の 患者は紫監症を
呈す る． しか し， こ れ ら の 5種類の H b M 症 は， 紫藍症
の程度， 溶血 性貧血の有無 ， ハ イ ン ツ 小体の 有無など
が それ ぞれ の 間 で異 な り臨床症状 は 一 様 で は な い別
．
H b M Iw ate， H b M Bo sto n， H b M M ilw a ukee で は，
明瞭 な チ アノ ー ゼが 認 め られ る が溶血 性貧血 はな い ．
d 方， H b M Hyde Park， H b MSaskato on で はチア
ノ ー ゼ は不 明瞭 だ が 溶血性糞血 が 認 め ら れ ， Hb M
Sa skato o nで は 赤血球内 に ハ イ ン ツ 小体が 認 められ
て い る 川 ． H b M を機能面 か ら み る と， 庇 鎖異 常の
H b M Iw ate， H b M Bo sto nの 正常鎖 は， 酸素親和性
が低 く協同性 くn ニ 1． ト レ l．2う を ほ とん ど示 さ ずBobr
効 果 も み ら れ な い 川1 2I． し か し， 月 鎖 異常 の Hb M
M ilw a uke eの正 常鎖の酸素親和性 は， 正 常ヘ モ グ ロ ビ
ン よ りも や や低 い が1 311 41， H b M Hyde Pa rk， H b M
Sa skato o nで は ほ と ん ど 正 常 に 近 く， 協 同性 くn ニ
1．2■ u l．6うは 弱い なが ら存在 し， Bobr 効果も認められ
る1 5ト 岬
．
したが っ て ， ヘ モ グ ロ ビ ン の 重 要な機能で あ
る 酸素結合 や ヘ モ グ ロ ビ ン タ ン パ ク の 安 定性に ， 近
位 ． 遠位 ヒ ス チ ジン が 共 に 非常に 重 要な 役割を果して
い る こ とが 推察さ れ る．
本論 文で は， 5種類の H b Mに つ い て， それ ぞれの ア
ミ ノ 酸置換 が ヘ モ グ ロ ビ ン分子 の構造 に ， どの ような
影響 を与 え て い る か を 知 る 目 的 で ， 広 い 波長域
く250〆 1 －650n mI での 吸収 ス ペ ク ト ル ， 円偏光 二 色性ス
ペ ク トル を詳 しく調 べ 検 討を加 えた 結果， 興味ある知
見 を得た の で報告す る ．
材料お よ び方法
工
． 赤血球 の 保存 と ヘ モ グ ロ ビン の 調整
1 ． 患者赤血球の 収集 と保存
H b M症 の 患者血液は， それ ぞれ H b M Iw ate は岩
手県の 坂 井博毅博士 ， H b M Bo sto n は ス エ ー デ ンの
Sahlgren
，
s Ho spitalの 臨床検査部門の R． Jage nburg
博 士， H b M Hyde Pa rk は秋 田県 の 刈田 宏作博jI，
H b M M ilw a uke eは米国 ウ ィ ス コ ン シ ン 医科大学血
液腫瘍部門の A． Pis ciotta 博士 ， H b M Sa skatoo nは
富山県中央病院小児科の押田書博博士 か らわ けて もら
ヘ モ グ ロ ビン M の 分光学的解析
い ， 採血 1 週間以 内 に 水冷状態で 入手 した 0 血 柴を遠
心分離し て除い たあ と ， 赤血 球を生理 食塩水で 3回 洗
浄した． こ の 赤血球 を2倍量 の 保存用 グ リセ リ ン 緩衝
液くク エ ン酸 三 カ リ ウ ム 9．4 g， リ ン簡 二 水素 ナ トリ
ウム 2．8g， リ ン 酸水素 ニ ナ トリ ウム 3．1g， グ リ セ リ
ン400mlに 水 を加 え て 1 リ ッ トル に 調整 した も のうに
懸濁し， 2 ml づつ 小 バ イ ア ル 瓶 に 分注 し － 80
0
C の フ
リ ー ザ ー くRe v c o， 米国J 中に 保存 した ．
2 ． 異常 ヘ モ グ ロ ビ ンの 調整
11 H b M Iw ate， H b M Bo ston ， H b M Sa skato o n，
Hb M M ilw a uke eの 分離 ． 精製
－ 80
0
C に 凍結保存 して お い た 患者赤血球 を室温 で
融解後， 0．05 M リン 酸緩衝液 くpH 7．0うで 一 晩透析 し
たのち遠心 く9000rpm ， 10minl して溶血液を得 た．
汀bM症の 患者は す べ て ヘ テ ロ 接合体 で あ る の で， 潜
血液に は正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の H b Aと 異常 ヘ モ グ ロ ビ
ンの H b Mの 両方が含 まれ て お り， H b Aと H b M の分
離が必 要で ある． H b Mの 分離に は， イ オ ン交換樹脂の
Ambe rliteC G－50 を主と して用 い た1 912 0J
．
H b M Iw ate，
H bM Bo sto n， H b M M ilw a uke eは H b A と の分離が
容易であ るの で ， 2 XlOc m の 短か い カ ラ ム を， H b M
Saskato o nは H b A と の分離がや や 困難であるた め，
2X40c m の 長い カラ ム を用 い た． Ambe rlite C G．5 0
のカラ ム は， 各々 ， 約 20 リッ トル の 0．05M リン 酸緩
衝液くpH 7．0うで， 約 1週間か け て充分 に平衡化 した ．
低温 く4
0
Cl 下で そ の カ ラム に 同じ緩衝液 で平衡化 し
た患者溶血液 を吸 着さ せ， 同 じ綬衝液で ゆ っ く り く20
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Fig．2． The elutio nprofile of H b M M ilw a uke e and
H b A in a n Ambe rlite C G－50c olu m n chr o m ato．
graphy．
Colu m n w a sequilibrated with O．05 Mpho sphate
buffer， pH 7．0．
I ， H b A fr a ctio n JI， HbM M ilw a uke efra ctio n．
Details a r eglV e nin thetext．
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くp王17．01で は樹脂 に 吸着 し ない た め， そ の まま 溶出す
るの で ， 溶出液に 着色 くピン ク色1 が な く なる ま で緩
衝液 を流した ． H b M の分画は カ ラム の 樹脂 の 上 部 に
茶褐色の 層と して残 り， イ オ ン 強度 を上 げる と 溶出し
てく る の で， 0■2 M リ ン酸緩衝液 くpH 7．01 に切 り か
え て溶出し， フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で分取 した． 図
2 に H b MMilw a uke eの 典型的な溶出パ タ ー ン を示
した．
21 H bM Hyde Park の分離 ． 精製
H b M Hyde Pa rk は， イ オ ン 交換樹脂の Amberlite
C G．50 では分離で き な い の で ， 調製用 等電点電気泳動
法 を用 い て H b A と分離 した． ま た， オ キ シ 型 で は，
H bA と H b M は分離が困難で あ るの で ， 完全酸化塾の
メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 状態 で 泳動 し た ． ま ず， H b M
Hyde Pa rk の 溶血掛 こ ヘ ム の 5倍量の 赤血カ リ EK，
Fe くCN16コを加 え， 室温で 30分間放置 しメ ト化 した．
余分の 赤血カ リは Sephade x G－25 カ ラム に 通 して 除
去し た． カ ラ ム に通 す こ と に よ っ て 希釈さ れた こ の メ
ト ヘ モ グロ ビン 溶液 を， タ ン パ ク 濃縮装置 くA mic o n，
米国うを使用 して ， 全量が 3ml 以下に な る よう に 濃縮
し た． 調 製 用 泳動槽 は Nagai らの 方 法 に 従 い ，
Sephadex G－75くsupe rfin el を用 い て作製 した201．
使用 した ア ン フ ォ ライ ン液 くL K B社， ス エ ー デ ンうの
pH 範 囲 は pH 6．0旬 8．0 で あ る た め， 予 め ， pH
6．0 へ 8 －0 を前泳動 して ， pR 7．0へ 牒 ．0の 部分の ゲ ル を
採取 し， 全長 く24c mうに 対 して pH 7．0旬 8．0の 勾配 で
分離 を行 っ た． 泳動24時間後充分 に pH 勾配で き た と
ころ で ， ヘ モ グ ロ ビ ン の 分離像 を肉眼で識別す る と，
陰極側の 最端に H b Aの 茶色の 帯 が， ま た， そ れ よ り少
し陽極側に 緑茶褐色の 帯が 観察 され た く図3ン． 後者の
帯の 部分の ゲ ル をス パ ー テル で採取 し， 0．1M リン 酸
緩衝液 くpH 7．Ol で溶出 しゲ ル を除去 し H b M Hyde
Pa rk溶液 を得 た． ゲル よ り 溶出 し た Hb M溶液 は透
析膜 くVisking 榔 に 入 れ ， 0．05 M リン 酸 緩衝 液
くpH 7．0う 中で 48時間透析 し， ア ン フ ォライ ン を除い
て 実験 に 供 した ．
3 う ヘ モ グ ロ ビ ン の 純度の 検定
精製し た 5種類の H b Mの それ ぞれ に ， 正 常 ヘ モ グ
ロ ビ ン や min o r c o mponent ヘ モ グ ロ ビ ン の 混在が な
い か を確 か め る純度検定 は， H bM Iwate と H b M
Bo ston は オ キ シ 型 で， P 鎖異常の H b M は オキ シ 型 で
は H b M と H b Aの 分 離が 困難 で あ る た め， フ ェ リ
シ ヤ ナイ ド を加 えて全 メ ト型 に して 行っ た ． 純度検定
は P AG plate くpH 3．5へ 9 ．5， L K B社， ス エ ー デ ンl
を用 い て等電点電気泳動 で行 っ た
．
その 結果， 精製 し
た 5種類の H b Mの 泳動像は す べ て， H b M の み の単





血液の オ キ シ 型お よ びメ ト型の等電点電気泳動像 を示
した．
3 ． 正 常 ヘ モ グ ロ ビン の 調整
対照 と して用 い た 正常 ヒ ト血液 は， 5 へ 10 人分 を混
合 して用 い た ． 血液 に 生理 食塩水 を加 えて遠心 分離 し
て， 上澄 を除去す る こ と を 3 回繰 り返 して血祭 を取 り
除 い た後， 血球 に冷や した蒸留水 を 3倍量加 え， 低温
室 に 30分間放置す る と完全に 赤血 球 は溶血す る ． そ の
溶血液 に 終濃度 が 0．1 Mに な る よ う に して 1 M の













Fig．3． Prepa rativ eis o ele ctrofo c uslng Patte rn Of
H b M Hyde Pa rk．
Pr epa r ativ e ele ctr ofo c u sing o nSephade xG
－75gel
bedく pH r a nge， 7－81 w a s u sed fo rpu rific atio n．
T hehe m olys ate ofthe H b M Hyde Pa rk spe cim e n
w a stre ated with pota ssiu m fe r ricya nide before
iso ele ctric fo c u sing． Patte rn Sho w s s epa r ation
of abr o w nM etH b A ba nd a nd a gr e enish br o w n
M etH b M Hyde Pa rk ba nd．
る と ， ゴ ー ス ト く赤血球掛 は沈澱する． 上 澄を採取
して正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン くHbAう と して 用 い た．
4 ． ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 と還元
完全酸化型 ヘ モ グ ロ ビン くメ ト H bフは， 精製した ヘ
モ グ ロ ビン 溶液 に ， ヘ ム 当た り 2倍量の 赤血 カリ を加
え， 25
0
C で 15分間放置す る と得 られ る ． 加 え た余分の
赤血 カ リお よ び 反応産物く貴血 カ リl は， Do w exIX8
の ミ ニ カラ ム に 通し て取り 除き， Sephadex G－25 カラ
ム に て 0．05 M リン酸緩衝液 に 平衡化 した． 異常鎖を
も 還 元 し た 完全還 元 型 ヘ モ グ ロ ビ ン くデ オ キ シ 型
HbIは ， 粉 末の ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ ト くNa2S204， 和
光純薬 工業う を ヘ モ グロ ビ ン 溶液に 直接加 え て得た．
H b Mの 中 で P鎖異常 の H b M Sa skato o n， H b M
Fig． 4． Is o ele ctric fo c u sing patte rn Of fiv e spe cies
of H b M．
Halfof he m olys ate from patie nt
，
s blo od w ere
dir e ctly ap plied a s pa rtially o xy ge n ated fo rm
くup per ba nd in e a ch la n el， and r e m aining half
w ere o xidiz ed by the addit o n of ferTicya nide
solutio n a nd ap plied a s fully oxidiz ed form
くlo w e rba nd in e a ch la n el． ArTOW S Sho w the
ba nd of e a ch H b M． P A GPlate of pH r ange
fro m3．5 旬 9．5くL K BI w ere u s ed．
ヘ モ グ ロ ビ ン M の 分光学的解析
Hyde Pa rk， H b M M ilw a uke eの 異常鎖は， ハ イ ドロ
サル フ ァ イ トを 1 m gノml を加 え たの ち， 約 30分後 に
は異常鎖 も完全 に 還 元 さ れ る が ， ぼ 鎖異 常 の H b M
Iw ate や H b M Bo sto nの 異常鎖 は非常 に 還元 し に く
い ので ， 3倍量 の ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ ト く3m gノmり を
加え，25
0
C で 24時間 N2 気流中に 放置す る と還元 され
る． ま た， 異常鎖は ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ トを除 くと ，
再び酸化さ れて しま う た め， デ オ キ シ 型 Hb M のス ペ
ク トル は ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ ト存在下 で 測定 した ．
5 ． ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃度測定
ヘ モ グロ ビ ン の 濃度 くヘ ム 濃度J は ， ヘ ム を ビリ ジ
ン へ モ ク ロ ー ム に 変換 して定量 した
．
ヘ モ グ ロ ビ ン溶
液 2 ml当た り， 0．8 ml の ビリ ジ ン を加 え， つ い で 1
N の NaO H を 1．2ml加 え， 全量 を 4 ml と したの ち，
ハ イ ドロ サ ル フ ァ イ トを加 え て還元 型 ビ リ ジ ン ヘ モ ク
ロ モ ー ゲ ン に し て， 可視 部の 吸収 ス ペ ク トル よ り定量
した． ビ リ ジ ン ヘ モ ク ロ モ ー ゲ ン の 557n m の ミ リモ
ル 分子吸 光係数 に は どm M ニ 34 ．4 を用 い た2り．
工工 ． 吸 収ス ペ ク トル ， お よ び 円偏 光二 色性 ス ペ ク ト
ル の 測 定
吸収 ス ペ ク トル は Ca ry 17 DSpectr ophoto m ete r
くMode1 17 D， Va ria n社， 米国l を用い ， 円偏光 二 色
性くC Dl ス ペ ク ト ル は自記旋光分散計 くJa sc oJ－20，
日本分 光1 を用 い て， 25
0
C で 測定 した． ヘ モ グ ロ ビン
のC Dス ペ ク ト ル の モ ル 楕 円率 くの は， deg ． c m2ノ
decim ole で あ ら わ し た． C Dの 補 正 は， d－10－ カ ン
フ ァ ー ス ル ホ ン 酸の 水溶液 を用 い ， 290n m で の eR － eL
の 値を2．2 M－ 1 c m．1 と して行 な っ た2 2I． ヘ モ グ ロ ビ ン
濃度は， 可視領域の ス ペ ク トル 測定 に は 100声M を，
Sor et帯 ■ 近紫外領域の ス ペ ク トル 測 定 に は 50JLM を
用い た ． また， 測定 に 用 い た セ ル は， 650へ 450n m の 波
長領域 で は光路 1c m の 石英 セ ル を， 450へ 350n m の
波長領域で は0．2c m の 石 英セ ル を， さ ら に 350へ 250
n mの 波長領域で は 0．5 c m の 石英 セ ル を使 用 し た．
吸収ス ペ ク ト ル ， お よ び 円偏光二 色性 ス ペ ク トル 測
定に 使用 した綬衝液は， 近紫外領域の 測定で は 0．05 M
リ ン酸綬衝液 を用 い ， So ret帯， 可視 領域 の 測定で は
0．05 M bis．Tris， 0．1 M NaCl を 用 い た ． pH は 6．0，
7．0， 8．5の 3種 を用 い た． 吸 収お よ び C Dス ペ ク トル
の 大きさ は， す べ て ヘ ム 濃度当た りに 換算 した ．
成 績
王 ． H b A と H b Mの 吸収 ス ペ ク ト ル の 相違
H b Mの 構造上 の 異常 を吸 収 ．C Dス ペ ク トル で 調 べ
るた めに ， ま ず， H b Mの どの 状態で 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン
の それ と比較 す る の が 最も 適 し て い る の か を検討 し
た． ま ず， 完全還元 型 く還元剤 を加 えて正 常乱 異常
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鎖共 に ， ヘ ム 鉄 を 二価 に 保 っ た デオ キ シ 郵 ， つ ぎに ，
部分酸化型 く正常鎖は オキ シ型， 異常鎖 はメ ト 勤 ， お
よ び完全酸化型 く正常鎖， 異常鎖共に ヘ ム 鉄が 酸化 し
て い る メ ト型1 の 3つ の 状態に つ い て比較 した ．
H b M と して は HbM Iw ate を用い ， 350へ ぺ50n m
くSo ret寺削 ， お よ び 450句 650nm 何 視領助 の吸収 ス
ペ ク ト ル に つ い て H b A と比較 した く図5う． 完 全還元
型の デ オ キシ H b MIw ate と デ オ キシ H b Aを比 較す
る と， H b Mの So ret帯の 吸収が 14％程正常ヘ モ グ ロ
ビ ン に 比 べ 低 い 他は， H b M Iw ate と H b A との間 に 大
き な相違は み られ な か っ た く図5 Aう． ま た， 部分酸化
型の H b M Iw ate と 部分酸化型の H b Aくq 鎖 は メ ト
乳 ダ鎖は オ キ シ竺削 を比 較す ると ， 540n m と 575n m
の 吸 収帯 が Hb A よ り も H b Mの 方が や や大 き い こ と
と， H b M Iw ate で は 600n m に 大き な異常 バ ン ド を示
すが 全体 の形 は似 てい た く図 5 Bう． 次に 完全メ ト型 の
H b M Iw ate と 完全 メ ト型 く酸化郵 の H b A と を比較
し た。 図5 Cに 示 す よ う に ， メ ト型 H b M Iw ate の
So r et帯 の 吸 収の 位置は ， メ ト H b A と同 じ405n m に
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Fig． 5． Co mpa ris o n of abs o rptio n spe ctr aof HbA
andtho se of H b M Iw atein thre ediffer e ntstates．
A ， C Om pletely r edu ced fo r mくde o xy H bl．
B， pa rtialo xidiz ed fo r mくP chain sis o xy gen ated
a nd a chain s o xidizedJ．
C， fully o xidiz ed for m くMetH bl． H b A， … … こ
H b M Iw ate ， －
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た． また ， 可視部 で は H b Aの 吸収帯の位置は 500n m
と 630n m に ある の に 対 し， メ ト H bM Iw ate で は， 吸
収極大は それ ぞれ 480n m， 590n m に 大 き く blu e shift
して い た
．
ま た， 全体的 に メ ト H b MIw ate の 吸収の
大 き さ は H b A よ り も約25へ 50％樫大 き い と い う 相
違が み られ た く図5Cl． 以 上 の 結果 か ら， H b M と正常
ヘ モ グロ ビ ン と比較 す る に は， H bA と の差 が 最も 著
しい メ ト型 ヘ モ グロ ビ ン で 比較す る の が最 も適切 と考
え られ た ので ， 以下の実験 はす べ て完全 メ ト型 ヘ モ グ
ロ ビ ン に つ い て実験を行 っ た ．
I工 ． メ ト H 旗M の 吸収ス ペ ク トル
1 ． 近紫外領域
ヘ モ グロ ビ ン の 近紫外領域 の 吸収ス ペ ク トル に は ，
タ ン パ ク側の 吸収と ヘ ム の 吸収 の両方が含まれ てい る
と貰 わ れ て い る． 図 6 に メ ト H b A と 5種類 の メ ト
H b M の近紫外領域 く250句 350n mうの 吸収ス ペ ク トル
を示 した． 図6左は， a 鎖異常の H b M Iw ate と H b M
Bo sto nの吸収ス ペ ク ト ル を， 図 6右 に は P鎖異常 の
H b M Hyde Park， H b M Sa skato o n， お よ び H b M
M ilw a uke eの それ ぞ れ の吸収ス ペ ク トル を示 し， 比較
の た め に メ ト H b A の吸収 を 示 し た． こ の 領域 で の
H b A の吸収帯 は275n m に あり， その 吸収極大の 位置
は H b M Iw ate で は 2n m 程長波長側 に shift して い
るが， 他の 4 つ の H b M は H bA と同 じで あ っ た ． しか
し， Tyr置換型 H b Mの H b M Iw ate， H b M Bo sto n，
H b M HydePa rk， H b M Sa skato o nの 275nfn の ヘ ム
当た り の ミ リ モ ル 分子 吸 光係数 は， それ ぞ れ 34．1，
33．0， 35．7， 35．2 と， い ずれ も H b Aの 28．3 よ り も約
20％高か っ た ． 一 方 ， H b M M ilw a ukeeの 275n m の
ミ リ モ ル 分 子 吸光係数 は 28．6 で H b A と ほ ぼ同 じ で
あ っ た く表 11． Tyr 置換型 の 4種類 の H b Mの 275
n m で の 吸 収が H b A よ り も高か っ た 原 因と し ては，
Tyr が 1 個増 え た こ と に よ る タ ン パ ク側 の 影響に よ
る増大 か ， ま た は ヘ ム 鉄の 遠位側ま た は近位側に 配位
Abs orpI io n spe CIr cl
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Fig． 6． A bso rptio n spe ctra of fiv e H bs M in the
ultr a violet r eglO n．
T he spe ctr u m w a sm e sured at the c o n c entr ation
Of 50JLM he m oglobin くin he m eba sisIin O．05 M
phosphatebuffe r， pH 7．O u sing a 5 m mlightpath
du a rtz c ell． Fully o xidiz ed he m oglobin s w ere
u sed． Left， abso rptio n spe ctra of L T－ abn o r m al
H b Ma nd H b Aくfo r a c o ntroli right，thos e ofP－
abn o r m al H bs M ．
A
，
H b Aニ M il， H b M M ilw a uke e．
Table l． A bso rptio n m a xim a a nd m ole cula r e xtin ction coeffic ents of
m ethe m oglobin sM in the visible， So ret a nd ultraviolet r eglO n S
He m oglobin 入 m慧Sib禁x．。－3 入 m a三
Or
誉x．。－ 3 入霊r a vぎ誓1。－ 3
M etH b M Iw ate
M etH b MBo sto n
MetH b M Hyde Pa rk
MetH b M Saskato o n

















































ヘ モ グロ ビ ン M の 分光学的解析
して い る His 残基が Tyr に 置換 した こ と で ヘ ム の 電
子状態が変化 し た こ と に よ る吸 収増大 か ， あ る い は そ
の 両方が関係し てい る の か等が 考え られ る． そ こ で ，
この 領域 に 吸収 をも つ 芳香族ア ミ ノ 酸の フ ェ ニ ー ル ア
ラ ニ ン くPhel， チ ロ ジ ン くTyrl， ト リ プ ト フ ァ ン
汀rpl の 3種の 各々 の 近紫外領域 の 吸 収 ス ペ ク トル
を， ヘ モ グ ロ ビ ン の 吸収 を測定し た同 じ条件 で測定 し，
それらの ア ミ ノ 酸 の 275n m の 吸 収 へ の 寄与 を検討 し
た
．
その 結果， こ れ ら の 芳香族 ア ミ ノ 酸の 275nm での
ミリ モ ル 分子 吸光係数は， P he は 0．01， Tyr は 1．42，
Trp で は5．15 で あっ た ． H b Aの 各サ ブ ユ ニ ッ トの 芳
香族アミ ノ酸 の 数は ， a 鎖 で は， P he は7 胤 Tyr は
3個， Trp は 1個で ， P 鎖で は， P he は 8 胤 Tyr は
3個， Trp は 2個 で ある． ヘ ム 当た り く駐ヂ脱 す る
と， P he は 7－5 胤 Tyr は 3個， Trp は 1．5個と な る．
一 九 Tyr 置換型 H b MIw ate， H b M Bo ston ， H b M
HydePa rk， H b M Sa skato o nで は， P he と Trp の数
は H b A と同数で あ るが ， Tyr が 1個増加 した こ と に
よ り， Tyr の ヘ ム 当た り の 数 は 3．5個 と な り H b A よ
りも0．5個分多い こ と に な る． こ の 0．5個分の Tyr が
増加した こ と に よる 吸 収増大 へ の 寄与 は， 単純計算 で
求めると ， ヘ モ グ ロ ビ ン の 275n m の 吸 収 を約 6％上
昇させ る こ と に なる ． しか し， こ の 波長域 で の H b Mの
吸収帯は H b A よ りも約20％も高 い ． 275n m の H b M
の 吸収増大は芳香族 ア ミ ノ 酸で あ る Tyr が 1個増 え
た こと から く る吸収増大の み と は考 えられ ず， Tyr に
置換した こ と に よ り， ヘ ム の 電子状態が変化 した こ と
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に よ る影響が大き い の で は ない か と考え られ る． 山 方 ，
H b MM ilw a uke eで は こ の 近紫外領域の 吸 収 ス ペ ク
トル は HbA と ほ ぼ同 じであ っ た ．
2 ． So r et 帯
図7 に 白b M とIi b A のSoret帯 の吸 収ス ペ ク トル
を示 し た． So ret帯で は ， 吸収帯の 位置 は， a 鎖異常の
H b Mく図7 Al に お い て も， P 鎖異常の H bM く図7
Bう に お い て も H b Aと変わ らず405n m に あ っ た ． し
か し， 405n m の 吸収帯の 大き さ は H b Aに 比 べ H b M
で はい ずれ も低く， H b M Iw ate， H b M Bo sto n， H b M
HydePa rk， H b M Saskato o n， H b M M ilw a uke eの そ
れ ぞれ の ミ リモ ル 分子 吸光係数は 131， 1犯 140， 135，
147 で， H b Aの 166 よ りも 10句 20％程低 か っ た く表
い ．
3 ． 可視領域
可視領域 に お ける H b M と Hb Aの 吸 収ス ペ ク トル
を図8 に 示 した． 打b A は 500 と 630n m に 吸収帯 を示
す の に 対 し， H b M Iw ate で は 480 と 590n m に ， H b M
Bo sto nで は 490 と 600n m に， Hb M Hyde Pa rk で
は 485 と 575n rnに
， H b M Sa skato o nで は 490 と 600
n m に み ら れ， い ずれ も H b Aの 吸 収極大の位置 よ りも
大幅に blu e shift してい た． しか も， こ れ らの H b M の
吸 収帯 は H b Aに 比 べ て 約 25％ 旬 50％程増大 し て い
た ． 一 7j
．
， H b M M ilw a uke eの 吸 収ス ペ ク トル は， H b A
の 630nm の 吸 収が 622n m に blu e shift して い る 他
は， H b A と吸収帯 の 位置や吸 収強度に お い て も あ ま
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Fig－7． Abs o rptio n spe ctr a of H bs M in the Sor et r egio n．
T he spe ctr u m wa s m e a su r ed a s m ethe m oglobin Mく50JLM in he m elwith alightpath
Of 2m min O．05 M bisTris buffer， PH 7．O c o ntaining O．1M NaCl－ T he spe ctru m of
M etH b Aw a s s uperim po s ed inthe figu r e a s a co ntr ol．
A， a － abn o r m al H bs M こ － － －， Hb M Iw ate三 － － … ・ ， H b M Bo stonニ q ， H b A．
B，P－abno rm al H bs M こ － － － ， H b MHyde Pa rkニ ． ． ． － ， ． ， H b M Saskato o nニ ー ー ー ， H b M










450 50 0 550 600 650
A くn ml
Fig．8． A bs o rptio n spe ctr a of H bs M in the visible
reglO n－
T he spectru m W a S mea Su r ed a s m ethe m oglobin
M く100JLM in he m el with alight path of lOm m．
A， a － abn o r m al H bs M ニ
ー ー ー
T H b M Iw atei
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H b M Bo sto ni
－
， H b A －a s a c o ntr ol ．
B， P－abn o rm al H bs M ニ ー － － ， H bM Hyde Pa rkニ
… …
， H b M Sa skato oni
－ － －
，
H b M M ilw a uke e
－









工1I． E b Mの 円偏光 二 色性 くC DI ス ペ ク トル
1 ． 近紫外領域
近紫外領域 の H bA と H b M の C Dス ペ ク トル を図
9 に 示 した ． こ の 波長域の 吸収 ス ペ ク トル で は Tyr置
換型 H b M は互い に よ く似 て い たが ， C Dス ペ ク トル
は a 鎖異 常の H b M とP鎖異常の H b Mと の間 に大
き な 違 い が み ら れ た． 260n m の 正 の C D帯 が H b M
Sa skato o nと H b M Milw a uke eで は， H b Aに 比 べ
20％程高 い の と， H b MSa skato o nで は， 300nm 付近
の 正 の C D が H b Aに 比 べ て約 2倍大き い 点を除い て
は， P 鎖異常の H b M で は CD ス ペ ク ト ル の 形， 大きさ
共 に H b A と はあ ま り 相違 はなか っ た ． H b M Hyde
Pa rk の C Dス ペ ク ト ル は H b A と ほ と ん ど差 が な
か っ た く図 9 下段コ． そ れ に ひ き か え ， ぼ 鎖 異常の
H b Mく図 9 上段1の C Dス ペ ク トル で は， 形， 大きさ
共 に 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン と も 月 鎖異常 の H b M と も大
きく適 っ て い た ． 一 番頗著な相違 は， H b M Iw ate や
H b M Bo sto nで は， 280一 旬 285n m に 正 常 ヘ モ グロ ビ ン
で は み られ ない 負の C D が み られ たこ と で ある． また，
正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン に み られ る 260n m 付近の C D極大
は， H b M Iw ate で は半分 に減少 して い る． もう 一 つ
の 相違 は， H b Aに も み ら れ る 300旬 320n m 付近の 幅
広 い 正 の C D は， H b M Iw ate で は 約 2 倍， H b M
Bo sto nで は 約 3倍 と ， H bA の そ れ よ り も 大 き か っ
C Dくt2 － Obn orrTI OJ H b MJ
ら旦 り － 8bnor mo Hlb MI
26 0 3 00 54 0
260 500 3 4 0 260 50 0 さ40 2 60 500 34 0
ユ ー n m I
Fig．9． C Dspe ctra of H bs M in the ultr a violet regio n．
He m oglobin く50FLM in he m eI w e r e u sed a s a m etderiv ative in O．05 Mpho sphate
buffe r， pH 7．0．． ． － ． ． ． ， H b Aニ
ー
， H b M．
ヘ モ グ ロ ビ ン M の 分光学的解析
た
．
次に ， 特に 変化の み られ た H b M Iw ate と ， 260n m
付 近 の 正 の C D帯 が や や 大 き か っ た H b M
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Fig．10． CD spe ctr a of H b AくAl， H b M Iw ateくBl
a nd H b M M ilw a uke eくCla s afu n ctio n ofpH in
the ultraviolet r egion ． 0．05 Mpho sphate buffer
W e re u Sed． － － － ， pH 8．5i
－












どの よ う に 影響す る か に つ い て調べ た く図 抑 ． ヘ モ
グ ロ ビン の構造 は pH に よ り微妙な影響を受 け四 次構
造が変化 して 酸素親和性が変わ り， 組織 へ の酵素の 受
け渡 しが 起 こ る こ とが知 られ て お り Bobr効 果と 呼ば
れ て い る
．
こ れ ら の pH に よ る構造変化は， 260n m 付
近の C D帯 に よ く反 映さ れ， リ ガ ン ド型 く即 ち， 四次構
造が R室削 で は大き な C Dを与え る． 一 方 ， 還元 型 く即
ち四 次構造が T 郵 で は， こ の 260nm の C D帯 は約半
分に 減少 し， 新た に 2 貼n m に 負の C Dを示 す こ と が
知 られ て い る2 3I
． 酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン の四次構造は ， 一
般 に リガ ン ド型 と 同 じ R 型の 範 ち ゅう に 入 れ ら れ て
い る が， や は り pH に よ る 影響 を受 ける
． 図10A に 示
す よう に ， H b Aで は3 つ の 異な っ た pH で C Dの 大き
さ が変化 し， ア ル カ リ側 くpH 8．5Jで は，260n m の C D
が大 きく ， 酸性側 くpH 6．01 では小さ か っ た
． 酸化型
の 11b M Iw ate の 3つ の p 鋸 こお ける C Dス ペ ク トル
を見る と 個 10別 ， アル カ リ側 くpH 8．5う で は， 270
n m 付近 で， わ ずか に 正 の CD 帯の 上昇 がみ と め られ
るが ， 3つ の pH でC Dス ペ ク トル の形 に ほと ん ど変
化が な か っ た ■ つ ぎに， H bM M ilw a uke eの pH 7．0
に お け る正 の C D帯の 大き さ は， H b A のpH 8．5 の場
合と ほ ぼ等 しく， こ の大き さ は pH を下げて も変化 し
な か っ た く図10Cコ．
2 ． So r et 帯
図 11に ， 5種類 の Hb M と対照の H b Aの So ret帯
の C Dス ペ ク ト ル を示 した． 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン は，
So r et帯 で は 413n m に正 の ， 395n m に 負の C D極大
を示 す c o mple x C Dを示 す． H b M で はい ずれ も負の
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Fig． 11． C Dspe ctr a of H b M in the So r et r egio n．
A ， a － abno r m al H bs M こ － － －
，H b M Iw ateこ … ‥ 一
B， P－ abn o r m alH bs M ニ ー ー ー ， Hb M Hyde Pa rkニ … … ， H b M Sa skato oni －－－ ， H b M
M ilw a uke es
－
， H b A． Othe r co nditio n s a r ethe sam e a sin Fig．7．
4 0 0 450
ユ ー n m I
Hb M Bo sto nこ 仙 ． Hb A．
1198 向
長城 に 正 の C D極大の み を示 した． ま た， その 正 の C D
極大の大き さ は ， ．仔 鎖異常 の H b Mく図11 Aぅで も， タ
鎖異常 の H b Mく図 11 Bう に お い ても ， H b Aに 比 べ て
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Fig．12． C Dspectr a of H bs M in the visible r egion．
A
，
d卜abn o r m al H bs M ニ ー－ － ， H b M Iw ateニ … … ，
H b M Bo sto ni － ， H b A．
B， P－abn o r mal H bs M ニ ー ー ， H b M Hyde Parki
… …




C， P－ abn o r m al H b Mこ － － － ， H b M M ilw a uke eニ
ー
， H b A． Other c o nditio n s a r ethe s a m e a sin
Fig． 8．
H b A と 5種類 の H b M の可視領域 の C Dス ペ ク ト
ル を図 12に 示 し た． Tyr置換型 H b Mの 可視領域の
吸収ス ペ ク ト ル は 互 い に 似て い た の に 対 し， C Dスペ
ク ト ル で は非常 に 異 な っ て い た ． こ の 波長域で の C D
ス ペ ク トル で は， 庇 鎖と 月鎖異常 H b M との 間の違い
で はな く ， 近位 His置換 と遠位 His置換 H b M との間
の相違が み ら れ た． ま ず， a 鎖異常の H b Mの C Dス ペ
ク ト ル く図1 2 Al を み る と ， 近 位 H is 置 換 の H b M
Iw ate で は， H b A の C Dス ペ ク ト ル と全体の 形 は似て
い るが ， 520n m， 585n m の正 の C D極大は ， H b Aの
2倍 ま た は それ 以上 に 大き か っ た ． H b Aの 50n m の
ミリ モ ル 楕円率は 4．9 で，580n m で は 1．4 で ある の に
対 して， H b M Iw ate で は， そ れ ぞ れ， 9．8 と 5．6の値
を示 した く表 2l． 一 方， 遠位 H is置換の H b M Boston
で は，500n m 付近 は正 の C Dを示 すが ， 580n m付近で
は負の C Dを示 した． ま た， 非常 に 特徴的な こと は，
H b M Bo sto n で は， H b Aに も H b MIw ate に もみら
れ な い 650n m 付近 に 大 き な 負の C D帯 を示 した こと
であ る．
次 に P 鎖異常 の Tyr 置換型 H b M の C Dス ペ ク ト
ル く図 12 Bl をみ る と， ス ペ ク ト ル の 全体 の形は 此 鎖
異常の HbM と大差 は な い が ， H b M Hyde Park，
H b M Sa skato o nの それ ぞ れの C D極大は， a 鎖異常
の H b Mに 比 べ て や や 小 さ い ． しか し， ぼ 鎖 異常の
H b M で みら れ た近位 His と 遠位 His置換 の H b M の
間の C D の著 しい 相違 は， P 鎖異常の近位 H is と遠位
Table 2． M olar e11ipticities of m ethe m oglobin s M in the visible， Sor et a nd
ultra violet regio n s
He m oglobin
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ヘ モ グ ロ ビ ン M の 分 光学的解析
m s置換の H b Mに お い て も同様 に み と め ら れ た． 即
ち， P鎖の 近位 His 置換 の H b M Hyde Pa rk で は正
の C D帯の み で ， 520 と 58n m付 近 に C D極 大 を 示
し， い ずれ も H b Aに 比 べ て， お お よ そ 2倍近く大き
か っ た ． 一 九 遠位 H is置換の H b M Sa skato o nで は ，
580n m付近で は負の C D帯 は は っ き り しな い が， 65 0
n m では H b M Bo sto n同様， 顕著な 負の C D帯が み ら
れた． しか し， H b M M ilw a uke eは 500n m 付近の 正
の CD帯が H b A と 比べ て や や低 い 以 外 は， 正 常 ヘ モ
グロ ビ ン の CD ス ペ ク ll ル と 変 わ ら な か っ た く図
12Cl．
N ． 可視領域 の 吸 収 ． C Dス ペ ク ト ル の pE 変化
E bA に お け る 3価の ヘ ム 鉄原子 は ， 常 に 6 配位型
である． 水分子 が酸性 p王1 で は第 6配位座側 に あ り ス
ペク トル は典型 的な highspin 型と な る． pH 上昇 に伴
いメ ト H b Aで は第 6配位子 の 水分子 が O H 基に 置き
か わり， ス ペ ク ト ル はlo w spin 型 と な る． 図13 に
H b A と H b M Iw ate の 3種の pH く6．0， 7．0， 8．5Jに
おける 吸収と C Dス ペ ク トル を示 した． 図13 Aに 示 し
たよう に ， H b A では pH 6．0 とpH 7．0 で 500n m と
630n m に cha rge tr an Sferba nd が み られ る典型的な
highspin 型 の 吸収 ス ペ ク ト ル を示 すが ， pH を 8．5に
上げる と 500 と 630n m の 吸収帯は減少 し， そ の 代わ
りに ， 540 と 575n m に 吸収帯 を有 す るlo w spin 型 に
変化した． この 吸収の 変化に 伴 っ て C Dス ペ ク トル に
も pH に よる変化が み ら れ た く図13 Cフ．
一 九 H b M Iw ate で は， 490n m と 60 0n m に み ら


















変化は な く， pH 8．5 で も550n m 付近に わ ずか な吸収
増大が み られ る の み で あ る． H bA の pH 変化に 比 較す
ると ， その 変化の 大き さ は約半分で あ るの で ， この 変
化 は H b M Iw ate の 正常 P鎖だ けの pH 変化 に よ る
もの と考 え られ る． また， H b Aに み ら れる 500 と 630
n m の 吸収帯 は， H b M Iw ate で は 490 と 600n m へ と
約 10へ 30n m blu e shift して い るが ， や はり， 鉄と ポ
ル フ ィ リ ン 間の Cha rge tr a n sferba ndと 考え られ る．
ま た， H b M Iw ate で は pH を 8．5 に 変 えても ス ペ ク
トル が変 わ らな い と こ ろ か らみ て， 高い pH で あっ て
も high spin 型 を維持 して る もの と 思われ る く図 13
Bl． H b M Iw ate の C Dス ペ ク ト ル く図13 Dl で も，
この 3 つ の pH で は ほ と ん ど変化が み ら れ なか っ た．
考 察
ヘ モ グ ロ ビン の 機能 は酸素に 対す る親和性， 協同作
用 くヘ ム 間相互 作用1， お よび Bobr効果の 3つ の 面か
ら検討す る こ と が で き る
．
HbM の 酸素結合能 を測定
す る場1凱 異常鎖に は酸素が結合で きな い の で 正 常鎖
の 機能 を測定 する こ と に なる． した が っ て ， 協同作用
は当然低い こ とが 予想さ れ， 此 鎖贋常の H b M で は，
H illの n 値は 1． レー1．2 の 範囲 で ある こ とが 報告 さ れ
てい る8I． 酸素親和性は ぼ 鎖異常 H b M で非常 に低 く，
声鎖異常 H b M で は正常 と同 じか ， やや 高い 結果 が得
られ てお り， 町 誹 鎖 の い ずれの 変異か に よ っ て 正 常鎖
に 与 える 影響 も大 き く違 っ て い る ． Bohr効 果 は pH
の 変化 に よ る酸素親和性の 変化で あ るが ， 通常酸性側
pH く組織ンで は親和性が低く， 弱ア ル カ リ性側 く肺1
A くn mI
Fig． 13． Cha nge s of abs o rptio n a nd CDspe ctra ofH b A， a nd H b M Iw ate a s afu n ctio n
OfpH ．
A ， abs o rptio n spe ctra of H b Aニ B， abs o rptio n spe ctra of H b M Iw ateニ C， CDspe ctr a
Of H bAニ D， C Dspe ctr a of H b M Iw ate． － － － ， pH 8■5i － ， pH7 ．03
－ ． － ． ． ．
， pH 6．0．
0．05 Mbis－Tris buffe r w a s u sed．
12 00 局
で は親和性 が高く生理的 な合目性 が ある ． 月 鎖異常
H b M はほ ぼ正常 に 近い Bohr効果 を示 す の に 対 し， a
鎖 異 常 H b M で は ほと ん ど Bobr 効 果 を 示 さ な
い 均 一 1郎
．
こ の よう な H b M間に み られ る機能面の相違
は何 に 由来す るの であ ろう か ．
ヘ モ グロ ビン の 赤い 色調は ヘ ム に 由来 して い る． ヘ
モ グロ ビ ン の吸収ス ペ ク トル は 吸収 され る 電磁波 の エ
ネ ル ギ ー が小 さ い 順 に ， 赤外 ， 可視， 紫外な どに 分類
さ れ る
．
ヘ モ グ ロ ビ ン の吸収 ス ペ ク トル は， 主と して
ポ ル フ ィ リ ン の 2 つ の か が 遷移 に 基 づ く， い わ ゆる
B帯 くSo r et 帯1 お よ び a ．P バ ン ド と し て 示 さ れ
る Q 帯 く可視領域っ か らな る2 4I． ヘ モ グ ロ ビ ン で は，
こ の ポ ル フ ィ リ ン の 打 電子 の か が 遷移の み な ら ず，
鉄 ． 軸配位子 と ポ ル フ ィ リ ン の 電子 が相互 に 関与 した
電荷移動遷移が加わ っ て く る． ヘ モ グ ロ ビ ン の デ オ キ
シ 型に 酸素が 結合 して オ キ シ 塾 に な る と， So ret帯 も
Q 帯も大 きく 変化す る ． メ ト塾で は pH に よ っ て 吸収
ス ペ ク トル は大 き く変化す る．
H b M はヘ ム 鉄 に 直接 あ る い は 間接 に 配位 して い る
軸配位子 の H is が Tyr に 置換 した も の ， お よ び その近
傍 の ア ミ ノ 酸変異に よる も の な の で， 当然吸収 ス ペ ク
トル に も 大 き な影響が ある こ とが 予測 さ れ る ． 図 6
へ 8 に 示 した よう に ， 近紫外領域， So r et帯， 可視領域
に 至 るま で ， Tyr置換型の 4種類 くH b M Iw ate， H b M
Bo sto n， H b M Hyde Park， H b M Sa skato o nlの H b M
で は， 正 常 ヘ モ グ ロ ビン と比 べ て ， 吸収 ス ペ ク トル に
大き な変化が み られ た． 一 方 ， 遠位 His 近傍の ア ミ ノ
酸変異 に よ る H b M M ilw a uke eで は， 他 の 4 つ の
H b Mに 比 べ る と吸収 ス ペ ク ト ル の 変化 は小 さ く，
H b A と大 きな差 は なか っ た ． した が っ て ， 遠位 His近
傍の ア ミ ノ 酸変異 は， H is自身の 変異よ り も ヘ モ グ ロ
ビン の構造 へ の 影響 はず っ と 小 さ い も の と考 え ら れ
る． Tyr置換型の H b M の吸収 ス ペ ク トル 変化の特 に
著 しか っ た の は， 近紫外 の 280n m 付近 と 可視領域 で
あっ た ． 近紫外領域の 変化 で は変異 ア ミノ 酸が 芳香族
ア ミ ノ 酸で あ る Tyr で あ るの で ， そ のア ミ ノ 酸自身の
寄与 に よ る吸収の 変化か と も考 え たが ， ア ミ ノ 酸の 吸
収 へ の 寄与 は単純計算 で 6％の 増加 に す ぎず， した
が っ て， 20％もの大 き な吸収増大 は ヘ ム の変化 に 起因
して い るも の と推察 され る ． 可視領域で の特徴 は正 常
ヘ モ グ ロ ビ ン の吸収極大 の位置 が H b M で は大 き く
blu e shift し て い る こ と と， そ の 吸 収極 大 は 約
25〆 － 50％も増大 して い る こ との 2点で あっ た ． こ の 吸
収の変化が ， H b M特有の チ ョ コ レ ー ト色 に つ なが り
紫藍症の原因と な っ て い る もの と考 えられ る． こ の吸
収 ス ペ ク ト ル の 変化 は軸配位子 の His が Tyr に 変異
した こ とで ， ポ ル フ ィ リ ン 環の か が 遷移 と鉄 と ポ ル
フ ィ リ ン 間の ， あ る い は鉄 と軸配位子間の電荷移動遷
移 に 変化 を与 えた こ と に 起因 して い る もの と考えられ
る ．
タ ン パ クの 立 体構造 を知 る手段 と し て は， X 線結晶
解析法が あ るが ， タ ン パ ク質 を溶液 の ま まで 立体構造
を知 る手段 と して は ， C D が最も有用 で あ る 抑
．
タ ンパ
ク質 げ ロ ビ ン1 か ら切 り離 した ヘ ム 自身 は光学的に
不活性 で， 吸収ス ペ ク トル はみ ら れ るが C D はみら れ
な い
．
しか し， ヘ ム が タ ン パ ク 質 げ ロ ビ ンう と結合
す る と光学活性 を示 し， 広 い 波長域 で ヘ モ グ ロ ビン の
C Dス ペ ク ト ル が観察 さ れ る． ヘ モ グロ ビ ン の C Dス
ペ ク トル か ら， 近紫外領域で は 芳香族 ア ミ ノ 酸の環境
と ， ヘ ム と グ ロ ビ ン の 相 互作用の状態 を， ま た300nm
以 上 の領域で は， ヘ ム と グ ロ ビ ン の 相互作用 の 状態を
把握 す る こ とが で き る． した が っ て， Tyr置換型 H b M
で は H b A と比 べ て C Dス ペ ク ト ル に 特 に 大き な変化
が期待 され る． 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の近紫外 の C Dスペ
ク トル で は， 260n m を中心に 大 き な正 の C D帯が みら
れ ， こ の波長域 は芳香族 ア ミ ノ 酸の C Dバ ン ドも関与
す る と こ ろ である が ， ヘ モ グ ロ ビ ン の C Dの 大部分は
ヘ ム に よ る も の で ア ミ ノ酸側鎖に 由来 す る部分は非常
に 小さ い と考 えら れ て い る ． ま た， 近紫外領域お よ び
So ret帯 の C Dに は， ヘ モ グ ロ ビ ン の 四次構造がよく
反映す る と報告さ れ て い る2郎抑 ． さ ら に ， ヘ モ グ ロ ビン
の 近 紫 外 の C Dス ペ ク ト ル を 最初 に 報 告 し た
Beychok ら23りこよ れ ば， 260n m の正 の C D はa 鎖で
非常に 大 きく月鎖 の約 2倍で あ る こ と， ぼ と ガ を会合
さ せ た 四量 体 の正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン くぼ2似 で はそれ ぞ
れ の サ ブ ユ ニ ッ トの C Dの 和 に なる こ と ， リ ガ ン ド型
ヘ モ グロ ビ ン の方が デ オ キ シ 塑よ り 2倍以上大きい と
い う
．
一 方 ， 可視領域の C Dス ペ ク トル で は， 特にメ ト
型 ヘ モ グ ロ ビ ンで highspin至軌 lo w spin 型 で異な っ
た CD ス ペ ク トル を与 える こ と が報告さ れ て い る281．
い ずれ の C D帯 に お い て も ， ヘ ム の 吸収帯を通 して結
合 タ ン パ ク 質 の 動 態 をみ て い る と い う 点か ら 考える
と ， 軸配位子 に ア ミ ノ 酸置換が起 こ っ た H b Mに おい
て ， CD ス ペ ク トル は そ の ア ミ ノ 酸置換 の 影響 をみる
の に 非常に 有効 な手段 と考え られ る ．
本論文 に 示 し た よう に ， H b M の C Dス ペ ク トル に
お い て も 吸収 ス ペ ク ト ル と 同じ く， 特 に 大 きな変化が
み ら れ た の は Tyr 置換 型 の 4 種類の H b M であ っ た ．
こ れ ら の H b M で は， 近紫外領域 と可視領域で特に大
き な C Dス ペ ク トル の 変化が み られ た． ま ず， 近紫外で
は， a 鎖異常 H b M とP鎖異常 Hb M との 間 に は っ き
りと した C Dス ペ ク ト ル の相違が観察 され た ． 此 鎖異
常の H b M Iw ate で は， 260n m の 正 の C Dバ ン ドは正
常の 1ノ2程 に 小 さ く な り， そ の 代 わ り に 285n m に正
ヘ モ グ ロ ビン M の分 光学的解析
常H b で はみ ら れ な か っ た 大き な負の C Dバ ン ドが あ
らわれた． また ， 310n m の 正 の C Dバ ン ドは， 正 常 H b
に比 べ て約 2倍位大 き くな っ て い た ． H bM lヨo sto nに
お い ても基 本的に は H b M Iwate と 同様 な変化が み ら
れた． Beychok ら
2 31の 報告で は， サ ブ ユ ニ ッ トの u 鎖
とタ鎖と を会合 さ せ た 四量体 の デ オ キ シ 型 の C D で
は， サ ブ ユ ニ ッ トの C D で は み られ ない 負 の C Dバ ン
ドが 285n m に 出現 す る の で， こ れ は ヘ モ グ ロ ビ ン の
T塾構造 の指標 に な る とい う． 従 っ て ， 285n m に 負の
C D帯が みら れ た H b M Iw ate や H b M Bo sto n で は，
その正常月鎖の酸素結合能が低 く， い わ ゆ る 四次構造
が T 塾に 凍結 した構造 である こ と と よ く 一 致 し て い
る． 一 方， 月鎖異常 の H b M で は， い ずれ も C Dス ペ ク
トル の形， 大き さ と も に ， ほぼ正 常 ヘ モ グ ロ ビン の C D
に類似 してい た． つ ま り， 月 鎖異常 H b M で は， 四次構
造はほぼ正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン と同 じに 保 たれ て い るの で
はな い かと 考え られ る． こ の結果も ，月 鎖異常 H b M の
正常鎖の酸素結合能 が ほ ぼ正 常で あ ると い う結果と矛
盾しな い ．
つ ぎに 可視領域に お ける H b M の C Dス ペ ク トル で
は， 近位 H is変異 H b Mと遠位 H is 変異 H b Mと の間
に明確な相違が観察 され た． 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の オ キ
シ 軌 お よび デ オ キ シ 型で は， ほ ぼ そ の最大吸収 の位
置に正 の C Dを示 す こ とが知 られ て い る2 91
． また， メ ト
塾 H b Aに お い て も そ の最大 吸収の 500n m ， 575nm ，
630n m の位置に ， そ れ ぞ れ正 の C D が観察 され た
．
こ
れに 対し， H b M Iw ate， H b M Hyde Park な どの近位
His変異 H b Mで は， 500n m や 600n m の 最大吸収 の
位置に 正 の C D が み られ るが， 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン に 比
べ て2 へ 3倍大きか っ た
．
しか し， 630n m に C Dバ ン
ドが みら れ な い こ と を除 い て は ， ス ペ ク ト ル の 型 は
H bA と類似 して い た
．
一 方， H b M Bo sto n， H b M
Saskato o nな どの 遠位 His変 異 H b M で は， 500rl m
の正の C Dバ ン ドは正 常と あま り差 は な い が ， 575n m
にはほとん ど C D帯が な い か また は負 の バ ン ドを 示 し
た． ま た こ れ らの遠位 H is 変異 Hb M で は， 650n m に
顕著な負の C Dバ ン ドが 観察された こ とが特徴的で あ
る
．
H bM の X線結晶解析に よ ると ， H b M Bost。n で
は置換 した 遠位 Tyr の フ ェ ノ ー ル の O H 基 がヘ ム 鉄
と強く結合 し， 近位 H is と の結合は切断され て い ると
いう30，
． また H b MIw ate で は， ヘ ム 鉄 は置換 した近
位 Tyrの フ ェ ノ ー ル の OH 基 と強 く 結合 し て い る こ
とが示 唆さ れ て い る3 1ほ2，
．
こ の Tyr の ヘ ム 鉄 との 結合
は， H is と ヘ ム 鉄と の結合 より か な り強い と考 え られ，
ヘ ム 鉄の ヘ ム 面か ら位置 の移動 を伴 っ て い る ら しい ．
これら の こ とか ら考 え る と， ヘ ム 鉄が ヘ ム 面か ら近位
側に偏位 した H bの H b M Iw ate と H b MHyde Pa rk
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は， 大き な正 の C Dス ペ ク トル を示 す の で あ ろう． ま
た， ヘ ム 鉄 が ヘ ム 面よ り遠位側 に 偏位 し た 場合 は，
H b MBo sto nと H b MSa skato o nに み られ る よう に ，
逆 に 負の C Dバ ン ド を示 す の で は な い か と考 え ら れ
る
． も う 一 つ の遠位 H is近傍の ア ミ ノ 酸置換で メ ト型
に な り H b M に分類さ れ て い る H b M M ilwa uke eの
近紫外領域お よ び可視領域で の C D は， 正常 ヘ モ グ ロ
ビ ン と ほ ぼ同 じである こ とは ， 吸収や C Dス ペ ク ト ル
で み る限 り， 正 常 H b とその 立体構造や ヘ ム の 電子状
態は大 きな違 い が な い もの と 判断さ れ る．
結 論
ヘ モ グ ロ ビ ン M 症 く遺伝性黒血症Iと して知 られ て
い る 5種類の H b MくH bM Iw ate， H b M Bo ston，
H b M Hyde Pa rk， H b M Sa skato o n， H b M
M ilw a uke el に つ い て， ア ミ ノ 酸置換が ヘ モ グ ロ ビン
分子 の構造 に ， どのよ う に影響を与 えて い るか を知 る
目的で， 全メ ト型 に お け る吸 収お よび C Dス ペ ク トル
を， 250旬 650n m 波長域に わ た っ て測定 し以下の結果
を得た．
1 － Tyr 置 換 型 の H bM くH b M Iw ate ， H b M
Bo sto n
，
H bM Hyde Pa rk， H b M Sa skato o nl の 可視
領域 く450へ 牒50n ml の 吸収ス ペ ク ト ル の形 は 互い に
似 て い る が ， そ の 吸収 は Hb A よ り も 25へ 50％大 き
く， H b Aで み ら れ た 500 と 630n m の 吸収極大 は，
H b M で は 20へ 30n m blu e shift してい た
．
2 － 近 紫外領域 の H b Mの 吸収 ス ペ ク ト ル で は，
H b A と同じ位置の 275n m に 最大吸収に 示 す が， Tyr
置換型 の 4種類 の H b M はい ずれ も H b Aよ り も 約
20％大き か っ た
．
3 ． a 鎖異常 H b M Iw ate と H b MBo sto nで は，
近紫外領域の 280n m 付近 に 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン で はみ
られ な い 大き な負の C Dが み とめ られ た
．
一 方 ，月 鎖異
常の H b M で は， C Dス ペ クトル の形， 大きさ共に H b A
とは大き な相違 はな か っ た
．
4 ． 近位 H is 置換 H b M の H b M Iw ate と H bM
Hyde Pa rk で は可視領域の C Dス ペ ク トル は正 の C D
の み を示 し， その 極大は H b A の 2倍以上大き か っ た ．
一 方 ， 遠 位 H is 置 換 の H b M Bo sto n と H bM
Sa skato o nで は， 500n m 付近 に 正 の C D帯 を示 し た
が， 650n m に 負の C D帯を示 した ．
5 ． 月 鎖の 遠位 H is近傍 の バ リ ン が グル タ ミ ン 酸
に 置 換 し て H b M とな っ た H bM M ilw a uke eは，
250へ 650nm の 波長域 に わた っ て， 吸収 ．C Dス ペ ク ト
ル 共に H b A と大き な羞は なか っ た
．
以上 5つ の H b Mに つ い て， その ヘ ム の 状態 を主 と
して， 吸収 お よび C Dス ペ ク トル の 面か ら追究 した． 吸
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収で は， H b A と H b Mで は大き く 異な るが ， H b M間
に 顕著 な差 はみ と めら れ なか っ た ． しか し， C Dス ペ ク
ト ル で は， 個々 の H b Mの 特徴が よ く反 映 され て い た ．
即 ち， a 鎖異常 H b M とP 鎖異常 H b Mの 相違 は， 主
と し て 近紫外領域 の CD に み ら れ， 近位側と遠位側 の
ア ミノ 酸置換の相違 は， 可視領域の C Dに 明瞭 に み と
め ら れた ． 以上 の知見 を， 従来報告され て い る H b Mの
機能異常と の相関に つ い て 考察 を加 えた ．
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He moglobinくH bl， a tetr a mer COn Sisting oftw o a a nd tw o p chain s， is an important blo od
Plgment t o ca r ry oxgen fto m lu ng to tissu es－ Oxyge n binds direc tly to e a ch hem e m oiety of
Subu nits in which the proxim al and distal histidine co ordina te to the he m e． A bnor mal
hem oglobin s， in which eithe rthe proxim al or distal histid ine in the a orp chainsis repla ced by
tyrosin e， a r eC alled he moglobin MくHb MJ， andtheirhe m es a r e stably oxidiz ed． Itis know nthat
thefhic he m eof abnorm alchainsis n oto nly u n able tobind with o xy gen but alsohasinnue nce
On the oxy gen binding of norm alchainsin he moglobin M ． In o rde rt oknow how these amino
a cidreplacem ents of Hbs M ha v eefrtct on their hem e m oietis
， absorpt1 0 nand circular dichr oism
1204 高 閣
くC DIspectra w e r emeas ured in the fu 11y oxidiz ed fbr mくM etHbMJ a nd c o mpa r ed with thos e of
n o r mal he rn0globin くH b Al． In visible r egion s， the absorption m a xim a oftyro sine s ubstituted
H bs M w ereblue shifted c om pa r ed wi ththose of HbAく5 00， 6 30n mJs uch a sin H b M Iw ateく4 80，
59 0n ml， H b M Boston く49 0， 6 00n mJ， H b M Hyde Parkく48 5， 5 7 5n mJand H b MSa skato o nく490，
60 0nmJ． Ano ther v a riant of H bM ， H b M M ilw a uke e， has a n a mino a cidsubstitutio n of Ell
v alineくVa1 by gluta mic a cidくG luJin P chains， andtheir abnorm al chains a re also st abiliz ed in
ftrric st ate ． Compa rl ng the absorpt10n SPeCtru m Of H b M M ilw a uke e wi th that of H b A， an
absorpt10n m a Xim u m at6 3 0n m of H b A is blu e shifted to 62 2n m in H bM M ilw a ukee， but other
prope rties ofabs orptlOn Of H b M M ilw aukee are v e ry s
imilar to those of H b A． In ultr a violet
r eglOnS， the nv e H bs M had a similar abso rptl O n m a Xim u m at 2 7 5n m t o t
hat of n o r m al
hem oglobin ． Ho wev e r， the abs orpt10n m a Xim u m of fbu rtyro sin e s ubst
ituted H bs M a re about
20％ greater tha n that ofn or mal he m oglobin ． On the o ther hand， tW O gr ea tdifrten c es am ong
H bs M w ere observedin C Dspec tra w hich is w ell know nt oreflect the confbr ma tion ofpro tein ．
T hefirstdi 脆re nc ein CD w asfbu nd betwee n aandP abn orm al Hbs M in the ultr a violet regio n，
a nd the s e co nd di晩 re nc ein C D w a s observed betw een the pr o xim al a nd distal histdin e
substituted HbM in the visible reglOn ． In the CD spec tra of a abnor mal H bs M a distin ctive
negative tr oughw as obse r ved at arou nd 280n m ， ho w e ver， CD spectra ofallP abn o r m al H bs M
w er e v ery similar t o that of HbA in this reg10n ． On the other hand， the pro
xim al histidin e
substituted Hbs M ， HbM Iw at ea nd H b M Hyde Pa rk sho wed only positiv e C D in the visible
reg10n like H b A， but their C D m axim aof 520n m and 580n m wer etw otim e sgr ea ter tha nthose
of H b A． W hile C Dspectra ofthe distal histidin e s ubstituted Hbs M ， H b M Bost on and Hb M
Saskat o on ， eXhibited a n egative trough at arou nd 650n m which w as no tobse rv ed in the other
pr o xim al histidine substituted Hbs M ， HbM Iw ate and HbM Hyde Pa rk， and nor mal H b A－
H o wever， the C D spectrum of H b M M ilwa uke e wa s no t so diffbr e nt 丘o
m that of n o r mal
hem oglobin in the spectr alregl O nS 丘om 2 50n m t o650n m ． As show n abov e， abs o rptlOn SPe Ctr a
ofHbs M ar egreatly difbrent 丘om that ofH b A，butdi dnot v a ry a m o ng Hbs M ． Ho wev er， e a Ch
H b M has a chara ct eristic C D spectru m ， and 丘o m the s efacts， 1t is suggested t
hat H bs M hav e
di脆re ntpro tein str－uctu r es 丘o m ea ch othe r． T he s edi 馳rences might be c orr elated to the
functio n al abn or mality or stability ofthe he moglobin m ole c ule of H bs M ．
